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Anotace:
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Vlastni Cast prace popisuje syntézu fluorescencni znaCky na bazi pyrenového derivatu a jeji
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1 Uvod

Biopolymery jsou pfirodni vysokomolekularni organické latky produkované buikami
zivych organismua. Biopolymery jsou pro organismus netoxické, vétSinou biokompatibilni
a n€které jsou 1 biodegradabilni, coz je jejich velkou vyhodou. Nejvyuzivangjsimi biopolymery
jsou chitosan, kolagen, hyaluronan a derivaty celuldzy. VylepSena fluorescen¢ni barviva nyni
umoziuji dfive nemozné studium bunélnych struktur a bunéfnych procesu. Dostupnost
novych fluorofori dramaticky zménila moZnosti analyzy jejich interakci a citlivé detekce.»

Fluorescen¢ni znaceni je proces, ve kterém jsou fluorescencni znacky vazany chemickou
vazbou k biomolekuldm obsahujicim funkéni skupiny, a mohou byt tedy vizualizovany
fluorescentnim zobrazenim; k reakci casto dochazi pres aminové, hydroxylové nebo
karboxylové nebo i pres jiné funk¢ni skupiny. Ziskané fluorescencni derivaty biopolymera pak
mohou byt vyuzZity v lékafstvi, nanotechnologiich nebo v biologii.®

Fluorescen¢ni znacky nabizeji mnoho vyhod, protoze jsou vysoce citlivé 1 pii nizkych
koncentracich, jsou stabilni a neinterferuji s funkci cilovych molekul. Cilené zobrazeni
fluorescencné znaCenych biopolymert umoziuje jejich sledovani in vitro a in vivo. Pouziti
raznych fluorofort ve stejném vzorku muze také dovolit soucCasné pozorovani n€kolika
molekul soucasn€. Nej¢asteji pouzivanymi fluorofory jsou fluoresceinisothiokyanat (FITC),
derivaty rodaminu a kumarin.(h?

Utelem této bakalaiské prace je provedeni literarni reSerSe na téma fluorescenéni znadeni
hyaluronové kyseliny a na zakladé ziskanych poznatki syntéza fluorescencni znalky
2,4-dichloro-6-(pyren-1-yl)-1,3,5-triazine (PyT) a jeji pouziti k znaCeni kyseliny hyaluronové.
Dale pak mé&feni spektralnich vlastnosti tohoto nového fluorescen¢niho polymeru v zavislosti

na mnozstvi pouzité znacky.

13



2  Teoreticka ¢ast
2.1 Hyaluronova kyselina (HA)

2.1.1 Obecna charakteristika

Kyselina hyaluronova je ptirodni linearni polysacharid, ktery se v biomedicinském oboru
Siroce pouziva, protoze se jednd o biokompatibilni a netoxicky polymer s velkou afinitou
k vodé. Kromé toho ptitomnost n€kolika karboxylovych a hydroxylovych skupin v molekule
HA ¢ini z kyseliny idealniho kandidata pro chemickou modifikacie. HA se pfirozen€ vyskytuje
témer ve vSech zivych organismech. V zivych organismech se kyselina hyaluronova nachazi
ve formé sodnych, draselnych a vapenatych soli. Obecné se pro tyto soli pouziva nazev
hyaluronan nebo hyaluronat.

O kyselin€ hyaluronové se poprvé zminili némecky biochemik Karl Meyer a jeho asistent
John Palmer v roce 1934. Béhem pusobeni a vyzkumu na Kolumbijské univerzité se jim
podafilo kyselinu izolovat ze sklivce kravského oka. V té dob& byla tato molekula
pojmenovana kyselina hyaluronovd ve vztahu k jeji kyselé forme. Endre Balazs pozdéji
vyvinul termin , Hyaluronan* v roce 1986, aby se vice zaclenily rizné formy, které molekula

mize mit, jako je kyselina nebo stl.®

2.1.2 Chemicka struktura

Z chemického hlediska, jak je evidentni z obrazku 1., molekula kyseliny hyaluronové
obsahuje ve své strukture dvé stile se opakujici sacharidové podjednotky slozené

z N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové.®

OH OH OH

HO Ho—=
H H.q Mo
__O\ -0 -
0 O™ o Ho
HO

HO——1"" ~o NH H 0

H H H o;/ H H H

HsC

HA

Obriazek 1. Chemicka struktura hyaluronové kyseliny
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2.1.3 Biosyntéza a degradace kyseliny hyaluronové

Biosyntéza HA probihd v cytoplazmatické membrané zivocisné burky a to za pomoci
enzymu hyaluronan syntaz (HAS), které se vazou na integralni membranové bilkoviny
(IMB). Princip syntézy je zaloZen na pfidani obou slozek disacharidu (Kyselina glukoronova
a N-acetylglykasomin) k rostoucimu fetézci, pomoci nukleotidovych cukrd uridindifosfat
(UDF).®

Degradace hyaluronové kyseliny se uastni tfi enzymy. Prvni enzym hyaluronidaza rozstépi
vysokomolekularni fetézec kyseliny hyaluronové na oligosacharidy, které jsou dale rozstépeny

B-d-glukuronidazou a B-N-acetylhexosaminidazou.®

2.1.4 Vyroba hyaluronové kyseliny

Kyselinu hyaluronovou lze =ziskat komer¢né tfemi zplUsoby: lidskymi pupecniky,
kohoutovymi hiebeny a kmeny Streptococcus skupiny C.A%

V dneSni dobé se kyselina hyaluronova vyrabi hlavné mikrobialni fermentaci pomoci
bakterii Streptococcus, zejména Streptococcus zooepidemicus, které jsou zbaveny vSech
patogenll a nemaji zadné riziko pro €lovéka.(V Ob& dvé slozky jednotkového disacharidu
kyselina D-glukuronova a N-acetylglukosaminjsou odvozeny od glukozy-6-fosfatu
a fruktosy-6-fosfatu, dale se spojuji pomoci uridindifosfati. Na celkovovou syntézu jednoho
molu disacharidu se spotiebuje pét moll nukleosidtrifosfatd (3 ATP a 2 UTP), dva moly
glukozy a jeden mol acetyl koenzymu A (Acetyl-CoA).(1» Nejvétsi problém u tohoto
zpusobu vyroby spociva v konkurenci mezi syntézou HA a rastem bunék o zdroj uhliku.
80% zdroje uhliku se spotiebuje k produkei kyseliny mlécné, ktera inhibuje syntézu HA. Tento
problém se feSi presmérovanim produkce kyseliny mlé¢né na kyselinu octovou, ktera

je doprovazena v dalsi produkci ATP nezbytné pro syntézu HA.U% (viz. Obrazek 2)
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Obrizek 2. Biosyntetickd cesta kyseliny hyaluronové v S. Zooepidemicus®

2.1.5 Chemické modifikace

Ze struktury HA je zfejmé, ze primarn¢ 1ze provést chemickou modifikaci na hydroxylovych
nebo karboxylovych funk¢nich skupinach. Krome toho je mozno ziskat funkéni aminoskupinu
deacetylaci N-acetylu a oxoskupinu selektivni oxidaci C6—OH. Chemicka modifikace
obvykle probiha ve vodném prostiedi. Organicka rozpoustédla, zejména DMSO nebo DMF
jsou pouzivany, pokud je substituent velmi hydrofobni nebo jsou-li redlné obavy
z hydrolyzy. @+ Reakce karboxylovych skupin HA s aminosloufeninami za pfitomnosti
karbodiimidi (Casto N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC))

je jednou z nejpouzivangjSich metod modifikace HA 1617
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Schéma 1. Modifikace karboxylové funk¢ni skupiny pfipravou amidu

Znacnd pozornost byla veénovana i esterifikaci kyseliny hyaluronové (modifikace
karboxylové skupiny); v odborné literature lze nalézt mnoho postupti, pii kterych dochazi
k tvorbé estert HA. Estery byly pfipraveny reakci HA s alkylhalogenidy (Schéma 2a), tosylaty
(Schéma 2b ), diazomethanem (Schéma 2¢) nebo oxyrany (Schéma 2d).
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Schéma 2. Modifikace karboxylové funk¢ni skupiny pfipravou estert

2.1.6 Funkce v organismu a vyuziti

Kyselina hyaluronova je nezbytna pro spravné fungovani lidského téla. Diky svym
unikatnim vlastnostem nachazi uplatnéni v fad€¢ oblasti, zejména v mediciné¢ a farmacii.
Nekteré funkce a pouziti kyseliny hyaluronové lze shrnout nasledovng.

Diky své biologické biodegradabilité, biokompatibilité a schopnosti vazat se na specifické
membranové receptory se kyselina hyaluronova pouziva k diagnostice a 1é¢bé riznych typa
rakoviny; pisobi tedy jako biologicky nosi¢ 1é¢iv.(

e Je znamo, ze kyselina hyaluronovd mé velmi dobré hydrata¢ni vlastnosti (pojme

piiblizné tisicinasobek vody k své hmotnosti), a proto zvlh¢uje tkané v jejim okoli. @Y
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o Prispiva k zajiSteéni flexibility a taznosti tkani, ve kterych je ptitomna.

e Zajistuje transport iontl a dalSich latek mezi buikami a pomaha udrzovat stabilitu
osmotického tlaku. @D

e Kvuli své vysoké elasticit€¢ se kyselina hyaluronova pouziva pii o¢nich nebo
plastickych operacich.??

e Protoze kyselina hyaluronova se prirozené vyskytuje v synovialni tekutin€, pouziva
se také v ortopedii, protoZze muze snizit tfeni mezi povrchy kloubt diky svym mazacim
vlastnostem a miZe zmirnit bolest.®®

o Casto se pouziva k hojeni ran.@¥

e V kosmetice lze kyselinu hyaluronovou pouzit k vyplni vrasek a také jako takzvany

hydrolifting s hydrataci tvaii, krku nebo dekoltu.?>

2.2 Fluorescence

Jako fluorescence je oznaCovana zafiva deaktivace molekuly z jejiho excitovaného
singletového stavu do stavu zakladniho. Excitovana molekula mize preménit absorbovanou
energii i nezafive na energii vibracni (teplo) nebo ji pfedat jinym molekulam. V duasledku tzv.
vibraéni relaxace je vinova délka fluorescence vzhledem k absorpénimu pasu vice ¢i méne
bathochromné& posunuta (Stokestiv posun).6

Elektronové stavy molekuly a prechodi mezi nimi uvadi Jablonského diagram
(Obrazek. 3), ktery popisuje procesy podilejici se na tvorbé elektronového excitovaného
singletového stavu, ktery odpovida absorpci a nasledné emisi nebo-li fluorescenci.

Luminiscenci obecné délime na fluorescenci a fosforescenci. Rozdil mezi nimi spociva
v mechanismu, jakym se molekula vraci do svého zakladniho stavu. U fluorescence k emisi
elektromagnetického zareni dochazi pii prechodu mezi dvéma stavy téze multiplicity (obvykle
dvéma singlety S1-So). U fosforescence k emisi zafeni dohdzi pii prechodu mezi dvéma stavy
rozdilné multiplicity (triplet — singlet T1-So) (viz. Obrazek 3). Proto fosforescence ma delsi

dobu dohasinani (>>107® s) nez fluorescence (10 5).27
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Obrizek 3. Jablonského diagram®®

2.2.1 Fluorescencni markery pouzivanych k modifikaci HA

Organické fluorofory jsou Siroce pouzivany v mnoha oblastech, pfedevsim v biologii,
biotechnologii a medicing, napt. vyuzivaji se k vyvoji technologii pro diagnostiku rakovinnych
buné&k.?® Fluorofory jsou charakterizovany jejich UV/Vis absorpénich a fluorescenénich

spekter, absorp&nim molarnim koeficientem a kvantovym vyt&ézkem G

V této praci jsem uvedl reakce kyseliny hyaluronové s nejCastéji pouzivanymi
fluorescen¢nimi znackami v oblasti mediciny a biologie. Fluorofory s excitanim a emisnim
spektrem v blizké infradervené oblasti tzv. NIR fluorofory pfedstavuji rozsahlou skupinu.©V
Zatimco pro in vivo aplikace se pouziva jen nékolik jako jsou derivaty polymethinovych
cyaninovych barviv (pentamethinové derivaty (Cy5) a indocyaninova zelei)®? a derivaty
Bodipy.®¥Mezi dalsimi fluorofory, které nepatii do skupiny NIR fluorofort, se ¢asto pouziva
pro in vivo aplikace derivaty fluoresceinu (FL). Maji dobré fotochemické vlastnosti, jako jsou

vysoky molarni koeficient a vysoky kvantovy vytézek G4

2.3 Modifikace kyseliny hyaluronové fluorescen¢nimi znac¢kami.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, modifikaci HA jsou vytvoreny kovalentni vazby navazanim

fluorescen¢ni znacky na HA a to v duasledku reaktivity funkCnich karboxylovych
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a hydroxylovych skupin této kyseliny. Ziskané derivaty pak mohou byt vyuzity v 1ékatstvi,
nanotechnologiich nebo v biologii. Dale v poslednich letech se objevilo mnoho aplikaci
fluorescencnich derivatu kyseliny hyaluronové jak v medicin€ (zejména jeji nepostradatelny

piinos pro chirurgii o¢i), tak v kosmetice.(-?)

2.3.1 Imobilizace povrchu fluorescenéné modifikované Kkyseliny
hyaluronové nanocasticemi zlata

Zlaté nanocastice (AuNP) jiz tfi dekady nachazeji Siroké uplatnéni v biologii, katalyze
amedicing, a to zejména diky rozli¢nosti jejich tvara, velikosti a nenaro¢né pripravé. Na rozdil
od velkych nanoc¢éstic ukazaly AuNP s velikosti pod 2 nm neo¢ekavane vysokou cytotoxicitu
k riznym bunéCnym liniim. Napf. systematické vyzkumy ve vodé€ rozpustnych AuNP
stabilizovanych produkty TPP (z angl. two-photon photopolymerization) o velikosti Castic
0,8-15 nm, testovanych na Ctyfech druzich rakovinovych bun€k (karcinomu epitelu buiky
délozniho Cipku (HeLa); rakovinovych bun¢k melanomu (SK-Mel-28), mysich fibroblastu
(L929) a mysSich monocytd/makrofagt (J774A1)), které predstavuji hlavni bunécné typy
s bariérovou fagocytarni funkci, ukazaly, ze nanocastice zlata s velikosti 1,4 nm vykazuji

vysokou cytotoxicitu srovnatelnou s cytostatikem Cysplatinum.©536)

2.3.1.1 Kyselina hyaluronova—fluorescein (HA-FITC)

Fluorescen¢ni derivat kyseliny hyaluronové s fluoresceinem, znaceny HA-FITC (Obrazek
4), naSel uplatnéni jako sonda pro sledovani osudu hyaluronanu in vitro. Podle vysledki
vyzkumu, pouziti tohoto derivatu vyrazné zlepSila vizualizaci pronikéni substratu
pies ktzi 74D

Je znamo, ze prenos fluorescencni rezonancni energie (FRET) je vykonnou analytickou
technikou, ktera je Siroce pouzivana pro studium detekce a molekularni interakce diky jeji
vysoké citlivosti, specifi¢nosti a jednoduchosti.“? V posledni dobé& byla tato metoda vyvinuta
a vylepSena do zna¢né miry a to v dusledku rychlého vyvoje novych materialt, zejména
nanomaterialG jako jsou fluorescen¢ni tecky,™® uhlikové tecky,“P Au-nanolastice, ¢
uhlikové nanotrubicky,#® grafen (47> 48

Cheng a jeho tym syntetizovali konjugat kyseliny hyaluronové-fluoresceinisothiokyanat
HA-FITC (Obrazek 4) a vyvijeli novy typ fluorescen¢nich nano-sond HA-FITC-AuNP
(Obrazek 5). Postup piipravy nanocastic zlata, podle jejich studie, je velmi jednoduchy
a sestava z jednostuptiové syntézy, a to redukci kyseliny chlorozlatité, kde HA-FITC slouzi

jako reduk¢ni i stabiliza¢ni Cinidlo. Autofi vyzkumu vyuzili vyse uvedenich FRET poznatkt
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k detekci enzymu hyaluronidazy pomoci pfipravenych HA-FITC-AuNP nano-sondy
na zakladé jeho specifické enzymatické degradace na kyselinu hyluronovou.“® Pfiprava HA-
FITC probihala ve formamidu, v kterém byla HA rozpusténa pouzitim dibutylcindilauratu

jako katalyzatoru reakce.“”

HA-FITC

Obrazek 4. Chemicka struktura HA-FITC

7

Sc’\-\\

HAuCl, Y il
e ﬁ o~ —~—
80°C \
Fluorescence off Fluorescence on
*: hyaluronidase (HAase)
fluorescein isothiocyanate (FITC)
—~——— fluorescein hyaluronic acid (FITC-HA)
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Obrizek 5. Schematické znazornéni jednostuptiové syntézy FITC — HA — AuNP®Y

V dalsi praci byla HA kovalentné spojena s fluoresceinem pres o-akrylat jako molekulovy
mustek. Syntéza byla provedena metodou PARP (pfenos atomu radikalovou polymeraci)
ve dvou krocich. Nejprve hyaluronan zine¢naty reagoval s kyselinou 2-brom-2-

methylpropionovou po jeji aktivaci pomoci N-Hydroxysukcinimidu (NHS).G% (Schéma 3)

.
_Zn4
0
Ho .
HO -0
\o 0
HO 5
H H

DMSO, DEA, 40°C
24h

HA-BMP

Schéma 3. Prvni krok syntézy HA-Fluorescein-O-akrylatu

Nasledovalo homolytické Stépeni halogenu komplexem piechodného kovu s nizkym
oxida¢nim &islem, napt. Cu'!. Dale doslo k propagaci a jeji reverzibilni deaktivaci plisobenim
ziskaného Cu*?. Katalyzator polymerizace musi mit afinitu k halogenidu, ale nesmi dochazet
k vedlejsim reakcim. V tomto ptfipade byl pouzivan komplex médi, ve kterém byl Cu jako

centralni kov a tris[2-(dimethylamino)ethyl] amin jako ligand.1-52
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CO0~
Zn*4

HA-Fluorescein-O-akrylat

Obrazek 6. Chemicka struktura HA-Fluorescein-O-akrylat

2.3.1.2 Kyselina hyaluronova-CySs.5 (HA- Cy5.5)

Modifikovand HA pomoci pentamethinového derivatu cyaninovych barviv (CyS5.5) je
pouzivana jako opticka detekéni metoda k sledovani pribéhu fototermalni 1écby nadoru
ve formé nanonosi¢e.>® Pfiprava nanonosiCe je zaloZena na jednoduchém principu spontanni
emulgace organické latky do vn&j§i vrstvy HA, ktera pfedstavuje vodni fazi.®¥ Pfipravena
nanocastice byla poté reagovala s fluorescencni znackou, ktera byla aktivovana pomoci

NHS.® (Schéma 4)
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Cy5.5-NHS Modifikovana karboxylova skupina HA

Fosfatovy pufr, 25°C

12h

Schéma 4. Piiprava HA-Cy5.569

2.3.2 Kyselina hyaluronova-tetramethyl-rhodamin (HA-TMR)

Tento fluorescen¢ni derivat kyseliny hyaluronové-tetramethyl-rhodaminu ma podobné
aplikace jako popsané u derivatu s fluoresceinem, ma vsak tu vyhodu, Ze jeho emise je méné
zavisla na pH nez tomu je u HA-FITC. Pomoci zobrazovani tohoto derivatu byl popsan

invazivni rist v mozkové tkani (TMR).®
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OH OH

Obrazek 7. Chemicka struktura HA-TMR

2.3.3 Kyselina hyluronova-dipyrromethen-boron (HA-BODIPY)

Mezi nej¢astéji pouzivana barviva s vysokou fluorescencni intenzitou patfi 4,4-difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacen (BODIBY).®” Systém ¢islovani IUPAC pro barviva BODIBY,
ktery je odvozen znazvu a cislovani s-indacenu, se lisi od toho, které se pouziva
pro dipyrrometheny (derivatem s-indacenu). Proto se pro oba systémy pouzivaji terminy a-, -

a meso-pozice (schéma 1 -2 )%

meso
3 \5 74/B 3 8 7
\4 .6 \ ’/ \4 6/
2 8 2 8
N\ _NH ;\Q N\__NH HN—_/
1 10 11 9\ 1 10 1" 9
a
dipyrrinové jadro dipyrromethenové jadro
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BODIPY jadro

BODIPY jadro

Obriazek 8. Cislovani barviva BODIBY a dipyrromethenu podle IUPAC a pouZivani termind

a-, B- a meso-pozice

2.3.3.1 Syntéza BODIPY

Prvni syntéza byla popsana v roce 1968 Treibsem a Kreuzerem® (Schéma 5). Syntéza

vychazi z acylace 2,4-dimethylpyrrol (1), acetanhydridem (2) a fluoridem boritym jako

katalyzatorem. Druhy krok zahrnuje kysele katalyzovanou kondenzaci vzniklého pyrrol-2-

karbaldehydu (3) se substituovanym pyrrolem za vzniku substituovaného dipyrromethanu (4).

V poslednim kroku derivat 4 nasledné reagoval s fluoridem boritym za tvorby BODIPY (6"

N BF,, Et,0
H
1

= N
\_NH I\E/%

Schéma S. Postup syntézy BODIPY

(@] H
E—
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\ N\B/N\
7 OF
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2.3.3.2 Priprava HA-BODIPY

Derivaty dipyrromethen-boron (BODIPY) jsou bé€zn¢€ uzivany jako fluorescenéni znacky
proteinl. Lze vSak v literatufe nalézt prace, ve kterych je pouzivan BODIPY i jako
fluorescen¢ni znacka HA. V publikaci z roku 1994 je popsan postup syntézy HA-BODIPY,

ktery je zfejmy z nasledujiciho schématu.©V

(OPh)—P—0—N

(PhO)

HA HA-NHS

HA-BODIPY

Schéma 6. Piiprava HA-BODIPY

2.3.4 HA-Cypate
2.3.4.1 Patentovana syntéza HA-Cypate

Firma CONTIPRO a.s. neni svétova jedni¢ka jen ve vyrobé a distribuci hyaluronové
kyseliny, ale je rovnéz lidrem v problematice modifikace HA. Je nutno zde zminit svétovy
patent z roku 2017, kde firma CONTIPRO je majitelem.» Piedmétem patentu je vyvoj
modifikovaného hyaluronanu pro pfipravu nosi¢ovych systému terapeutickych latek

detekovatelnych v biologickych systémech. Vysledky vyzkumu jsou zaroven tématem
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disertacni prace.®® Obsahem patentu a disertaéni prace je velka série modifikovanych latek,
budu se vSak vénovat pouze fluorescencnim modifikacim kyseliny hyaluronové, protoze je to
soucast napln€¢ mé bakalatfské prace. Pro chemickou modifikaci HA byly pouzity dveé
fluorescenc¢ni znacky: cypate a nilskd modr.

Fluorescen¢ni derivat hyaluronanu-Cypate (HA-Cypate) byl pfipraven mnoha krokovou
syntézou. Samotny Cypat byl pfipraven podle reakéniho schématu 7, kde nejprve byla
provedena kvarternizace 1,1,2-trimethylbenz[elindolu (5) kyselinou 3-brompropanovou
a v druhém kroku byl syntetizovan cypate (10). Dale N-((1E,3E,5E)-5-(fenylimino)penta-1,3-
dienyl)benzenamonium-chlorid (7) byl nejdiiv acetylovan za vzniku intermediatu (8)
(Schéma 7b), ten dale reagoval s 1,1,2-trimethyl-3-(2-karboxyethan-1-yl)-[1H]-

benzo[e]indolium-bromidem za vzniku cypate (10) (Schéma 7¢).

Y

! (I (< T+
©i ,110°C, 18 h
cl

5 6
HCI
> L !
NWNH Ac,0, DIPEA, DCM NW\N
0-5°C,3h - k
o

AN

COOH >
CH,CN/H,0, CH;COONa
82°C, 16 h

. O [oes
S

Schéma 7. Syntéza Cypate

V dalsim kroku byla aktivovana jedna ze dvou karboxylovych skupin Cypate (10)

pusobenim di-(IH-imidazol-l-yl)methanonu (CDI) (viz. Schéma 8) za vzniku reaktivniho
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intermediatu N-acylimidazolu (11). Aby se zabranilo aktivaci obou karboxylovych skupin

(nezadouct sitovani HA) byl pro reakci pouzit pouze jeden ekvivalent CDI ve vztahu k jedné

COOH skuping.

&

— ~—

N/\N

DMSO, 25°C

N
/ﬁ Cl \l
—
O OH O

HO

10

Y

11

Schéma 8. Aktivace jedné ze dvou karboxylovych skupin Cypate

V poslednim kroku byl pfipraven HA-Cypate reakci HA a Cypate:

OH
OH

H Oy !
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O\O HO
0
HO \ o NH
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H H H o;{ b
H.C
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. O OH o

HA-Cypate
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Schéma 9. Piiprava HA-Cypate

Pfi modifikaci hyaluronanu fluorescen¢ni nilskou modii (pfiprava HA-NM),® autofi
zahdjili svou syntézu pfipravou oxidované formy HA (HA-OX), tzn. pfevedeni primarni
hydroxylové skupiny na oxo skupinu, (Schéma 10). V dalSim kroku HA-OX reagoval

s nilskou modii za vzniku HA-NM podle reakénich podminek uvedenych na reakénim

HoN o I\E\

NaBH,CN, DMSO/H,0
24 h,25°C

schématu 10.

ol

Schéma 10. Priprava HA-NM

2.3.4.2 Hydrofobizace hyaluronanu riznymi typy fetézcii mastnych kyselin
Pro ptipravu amfifilnich fluorescen¢nich derivatu schopnych agregace ve vodném médiu

a vytvoreni fluorescen¢né znacenych nosnych systémi—polymerni micely, HA-Cypate a HA-

NM byly dale modifikovany riznymi typy fet€zci mastnych kyselin:
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TEA, iPrOH/H,O
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Schéma 11. Hydrofobizace hyaluronanu.
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Schéma 12. Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou olejovou

33



_ Na'

o]

Ho
Ho
O\o HO

HO

H ol

H H

HA-cypate-PEG

9]

o}
TEA, DMAP °)‘\©
; /

iPrOH/H,0

2h25°C

Schéma 13. Hydrofobizace hyaluronanu s vazanym cypate a PEG fetézci kyseliny olejové
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1. ptehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Kvalita Dodavatel
Kyselina hyaluronova p.a Contipro a.s.
DMF p.a. Penta
Pyren 98% Fluka
Benzen p.a Fluka
Trichlor-1,3,5-triazin 99% Merck
Methanol p.a Penta
1,4-Dioxan p.a Lachema
Dichlorbenzen 99% Fluka
HCI 36% Penta
AlCI3 p.a. Penta
Na2COs p.a. Penta

3.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Absorpcni spektra byla métena na spektrofotometru UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 35
pfi laboratorni teploté.

Fluorescen¢ni spektra byla métena na spektrofotometru Perkin-Elmer LS 55.
Difraktogramy byly zaznamenavany na praskovych vzorcich pomoci difraktometru D8
Advance (Bruker AXS, Némecko) s Bragg-Brentanovym (0-0) goniometrem
(polomér 217,5 mm) vybavenym grafitovym monochromatorem zakiivenym
sekundarnim paprskem a scintila¢nim detektorem Na (T1l) I. Generator byl provozovan
pii 40 kV a 30 mA. Skenovani bylo provedeno za pokojové teploty v rozmezi od 5
do 30 ° (29) s krokem 0.02° a ¢asem 8 s na jeden krok.

Kinetika tepelného rozkladu hyaluronanu a jeho fluorescen¢ni derivat byla zkoumana
pomoci termogravimetrie (TG) s riznou rychlosti ohfevu (Netzsch 209 F3 instrument
s Al203 kelimkem), rychlost ohfevu byla 10 °C/min s rychlosti zaznamu dat 40 bodt
na Kelvin. Méfeni bylo provedeno v CEITEC v Brné.
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e ATR-FTIR spektroskopie byla provedena na pfistroji Nicolet Impact 400 D FTIR
spectrophotometer (Nicolet CZ, Praha, CR) vybaveného ZnSe krystalem pro ATR-
FTIR spektroskopii. Absorbance byla zmétena jako funkce vinoctu v rozmezi 4000-
600 cm-1 s rozliSenim 8 cm-1. Méfeni bylo provedeno rovné€z v CEITEC v Brné.

e Body tani byly stanoveny na bodotavku SMP 11, vyrobce STUART

3.3 Pfiprava 2,4-dichlor-6-(1-pyrenyl)-1,3,5-triazinu (PyT)*

Reaké¢ni schéma:

Cl N Cl Q
C i N
| Benzen, AICI3, methanol, H20 / \
+ N N » N >7CI
Y 25°C, 22h > —N\

Cl Cl
pyren trichlor-1,3,5-triazin PyT

Postup:

PyT byl pfipraven z 5 g pyrenu a 5,55 g kyanurového chloridu (trichlor-1,3,5-triazin)
Friedel-Craftovou syntézou v 100 g benzenového roztoku. Reakce probihala za pouziti 5 g
suchého AICl; jako katalyzatoru reakce, ktery byl pfidan po malych davkach. Reak¢ni smés
byla michana pfi laboratorni teploté po dobu cca 22 h. Poté bylo do chlazené reakéni smési (v
ledové lazni) ptidavano po malych davkach 50 ml methanolu. Vznikla zelenozluta srazenina
(filtrace na Buchnerové nalevce) byla v kadince spole¢né rozmichdna se studenou vodou,
kapkami smacedla (Spolion 8) a 8 ml kyseliny chlorovodikové. Poté byla zfiltrovana a promyta
methanolem. Po rekrystalizaci produktu z 100 ml dichlorbenzenu bylo ziskéno cca 7 g, coz

odpovida cca 72 % teoretického vytézku.
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3.4 Priprava fluorescen¢né oznacené kyseliny hyaluronové (HA-PyT)

Reaké¢ni schéma:

%ﬁm%&% S ﬁ&ﬁm%

H3C

HA HA-PyT

Postup:

Ve 100 ml varné barice byly ve 20 ml dimethylformamidu (DMF) rozpustény 2 g kyseliny
hyaluronové spole¢né s 0,01 g fluorescencni znacky (PyT) a uhli¢itanem sodnym. Smés byla
zahtivana pii teploté 50°C na dobu cca dva dny. Poté byla zfiltrovana na Buchnerové nalevce.
Modifikovand kyselina hyaluronova po filtraci byla zahtivana v DMF, aby se odstranil zbytek
nezreagované fluorescen¢ni znaCky. Na tenkovrstvé chromatografii byla pozorovana zluta
skvrna, kterd vykazuje stale pfitomnost nezreagového PyT. Proto zbytek nezreagovaného PyT
byl extrahovan v Soxhletové extraktoru. Necisténd modifikovana kyselina byla vlozena do
stfedni Casti extraktoru. Do spodni ¢asti se ptipojovala baiika s DMF a k horni Casti byl zpétny
chladi¢. Extrakce v Soxhletové extraktoru je zalozena na jednoduchém principu, kdy
se rozpoustédlo zahiiva k varu, v chladi¢i se kondenzuje ¢isty DMF, ktery kape do stfedni ¢asti
extraktoru, kde se probihala extrakce PyT z necisté tuhé latky. Cely cyklus probihal
tak dlouho, dokud byla detekovana nezreagovana fluorescencni znacka (pomoci tenkovrstvé

chromatografie). Stejnym zptusobem byly celkem pfipraveny 4 latky. (Tabulka 2)

Tabulka 2. Pouzité chemikalie k ptipravé modifikované HA-PyT

PyT HA Na:COs DMF Produkt
0,005 g 2g 0,145¢g 20 ml HA-PyT1
0,01g 2g 0,145¢g 20 ml HA-PyT2
0,02¢g 2g 0,28 g 20 ml HA-PyT3
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza

Fluorescen¢ni znacka PyT byla pfipravena Friedl-Craftovou syntézou za pouziti AICl3 jako
katalyzatoru reakce. Reakce prob¢hla cca 22 h pfti laboratorni teploté. Za tu dobu bylo pfidano
do reak¢ni smési 50 g methanolu za vzniku zelenozluté srazeniny, ktera byla zfiltrovana a poté
rekrystalizovana dichlormethanem.

Pfiprava modifikované kyseliny hyaluronové pomoci PyT probéhla podle uvedeného
postupu v kapitole 3.3, reakce byla celou dobu syntézy sledovana pomoci tenkovrstevné
chromatografie, kde byla prvni dvé hodiny detekovana tmave zluta skvrna na chromatografické
folii, ktera se postupné zbarvila svétle zlute. Reakce byla provadéna tak dlouho, dokud nebyla
zadna zmeéna na tenkovrstvé chromatografii. Po ukonceni této reakce byl produkt zfiltrovan
na Biicherové nalevce. Vznikly filtrat ukazoval pod UV lampou vysokou fluorescenci.

Filtracni kol&¢ byl v kéadince déale promichan s DMF a znovu zfiltrovan. Vznikly filtrat
pod UV lampou opét ukazoval vysokou fluorescenci. Dalsi &i§téni jsem provadél v Soxhletové
extraktoru, kde produkt byl promyt ¢istym rozpoustédlem DMF na dobu cca. 4 dny. Posledni
zkouska existence nereagovaného PyT jsem provadél na tenkovrstevné chromatografii, kde se
neukézala zadna fluorescence. Cisty produkt byl pak piipraven k méfeni.

Difraktogramy byly zaznamenavany na praskovych vzorcich pomoci difraktometru D8
Advance (Bruker AXS, Némecko) s Bragg-Brentanovym (®-0) goniometrem (polomér 217,5
mm) vybavenym grafitovym monochromatorem zakfivenym sekundarnim paprskem
a scintilacnim detektorem Na (T1) I. Generator byl provozovan pii 40 kV a 30 mA. Skenovani
bylo provedeno za pokojové teploty v rozmezi od 5 do 30 ° (29) s krokem 0.02° a Casem 8
s na jeden krok.

Kinetika tepelného rozkladu hyaluronanu a jeho fluorescen¢ni derivatd byla zkoumana
pomoci termogravimetrie (TG) s riznou rychlosti ohfevu (Netzsch 209 F3 instrument s Al2O3
kelimkem), rychlost ohfevu byla 10 °C/min s rychlosti zaznamu dat 40 bodt na Kelvin. Méfeni
bylo provedeno v CEITEC v Brng¢.

ATR-FTIR spektroskopie byla provedena na pfistroji Nicolet Impact 400 D FTIR
spectrophotometer (Nicolet CZ, Praha, CR) vybaveného ZnSe krystalem pro ATR-FTIR
spektroskopii. Absorbance byla zméfena jako funkce vlnodtu v rozmezi 4000-600 cm

s rozlifenim 8 cm™. Méfeni bylo provedeno rovnéz v institutu CEITEC v Brng.
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ATR-FTIR spektra
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Obrazek 9. ATR-FTIR spektra hyaluronanu a jeho ptipravenych derivath HA-PyT1-3

XRD analyza hyaluronanu a HA-PyT

XRD mefeni byla provedena za ucelem ziskani podrobnych informaci o krystalografické
struktufe puvodniho hyluronanu a jeho ziskanych derivatd. Z obrazku lze pozorovat pouze
Siroky pas u 29 =20 °. Po roubovani HA s riznymi poméry PyT byly pozorovani u HA-PyT
nové pasy (29 = 252, 31,1, 38,7), odpovidajici pasim C-Cl na triazinylovém kruhu
(viz. Obrazek 10).
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Obrazek 10. Reprezentativni XRD puvodniho hyluronanu a HA-PyT1-3

U samotného hyluronanu bylo pozorovano, ze asi 5% jeho hmotnosti bylo ztraceno pii 100
°C, a v pripad¢ prasku HA byl ubytek hmotnosti 18% pii 100 °C (stupeni I), je to predev§im
v duasledku odpafovani vlhkosti v nanovlakennych rohozich. K tepelnému rozkladu HA
dochazi hlavné pfi teplotdich mezi 200-300 °C s odpovidajici ztratou hmoty témer 50,0 %.
Pti 245 °C dosahuje rychlost rozkladu maximum (viz. Obrazek.11b). Po chemické modifikaci

HA pomoci PyT byla tepelna stabilita HA zlepSena ve srovnani s Cistym hyaluronanem.
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Obrazek 11 (a,b). Representativni TG (a) a DTG (b) pavodniho hyaluronanu a jeho derivata
HA-PyT1-3
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4.2 Excitacni a fluorescencni spektra

UV/Vis absorpéni a fluorescencni spektra slouc¢eniny PyT byla méfena v roztoku (dioxan);
diky tomu, ze latka vykazuje fluorescence 1 v tuhé fazi byla méfena jeji excitani a
fluorescen¢ni spektra i v pevné fazi (prasek). Déle u vSech pfipravenych fluorescencnich
derivati HA byla méfena excitacni a fluorescen¢ni spektra pouze v pevné fazi. Excitacni
spektra vSech fluorescencnich polymert jsou identicka, proto jako reprezentacni spektrum je
zde uvedeno pouze excitatni spektrum HA-PyTI1 . Obrazky 12-15 prezentuji absorpCni,
excitatni a fluorescenéni spektra zkoumanych latek. Absorp¢ni (v dioxanu) a excitacni (v tuhé
fazi) spektra PyT jsou tvofena ze tii pasu v oblasti 300-500 nm a 350-500 nm, v piisluSném
poradi, s tifi maxima (viz. Obrazek 12). Substituci jednoho atomu chloru slouCeniny
PyT kyselinou hyaluronovou vedlo ke zméné tvaru a pozice excitacnich spekter ziskanych HA-
PyT derivata. Jak je ziejmé z obrazki 13 a 14, ve srovnani s excitacnim spektrem PyT,
spektrum HA-PyT je tvofen ze Sirokého pasu bez jakékoli vibra¢ni struktury. Rovnéz tvar
fluorescen¢niho spektra HA-PyT1 je téméf totozny s tvarem fluorescencniho spektra PyT, ale
jeho fluorescentni maximum je posunuto hypsochromné (asi o 149 nm) ve srovnani s
fluorescencnim maximem PyT (viz. Obrazk 15). Podle vysledki fluorescencnich méteni bylo
zjisténo, ze fluorescen¢ni derivat s velmi vysokou intenzitou fluorescence lze ziskat jiz s
vyuzitim velmi malého mnozstvi fluorescencni znacky. Zarover bylo zjisténo, ze fluorescencni
intenzita vyznamn¢ klesa se zvySenim pomeéru PyT, to 1ze pozorovat na obrazku 15, kde HA-
PyT1 a HA-PyT2 vykazuji vyssi intenzity fluorescence nez HA-PyT3. Bohuzel nebylo dost
Casu na piipravu dalSich vzorkl se zvySenim molarniho poméru vychoziho PyT, kde lze

o¢ekavat dalsi snizeni intenzity fluorescence.

Tabulka 3. Maximum excita¢nich a fluorescencnich spektra pfipravenych latek

Latka Ar (nm) Ar (nm)
PyT 463/413 556
HA-PyT1 350 403
HA-PyT2 350 405
HA-PyT3 350 401
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Obrazek 13. Excitatni spektrum HA-PyT1 v tuhé fazi
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5 Zavér

V této bakalaiské préci byla syntetizovéana fluorescencni znacka 2,4-dichlor-6-(1-pyrenyl)-
1,3,5-triazinu a to reakci pyrenu s kyanurchloridem. Nasledn€, nukleofilni substituci atomu
chloru na triazinylovém kruhu PyT kyselinou hyaluronovou byly pfipraveny pozadované
fluorescencni derivaty kyseliny hyaluronové. Fluorescen¢ni derivaty HA byly pfipraveny
v rizném molarnim pomeéru mezi HA a PyT v prostiedi &, N-dimethylformamidu.

Struktura novych fluorescencnich derivati HA byla charakterizovana spektry ATR-FTIR,
TGA a XRD analyzou. Kvuli ¢asovym omezenim struktura fluorescencné znacené HA nebyla
potvrzena pomoci NMR méfeni. Pro zaznamenani zmén v intenzit€¢ fluorescence byly
pfipraveny 3 vzorky fluorescen¢niho polymeru pouzitim rizného molarniho poméru vychozich
latek. Fluorescen¢ni spektra HA-PyT byla zméfena v tuhé fazi. Na zakladé ziskanych dat 1ze
konstatovat, ze fluorescencni derivat s velmi vysokou intenzitou fluorescence mize byt ziskan
jiz s vyuzitim nejniz§iho molarniho poméru reaktant. Zaroven bylo zjisténo, ze fluorescencni

intenzita vyznamn¢ klesa se zvySenim poméru vychozich latek.
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